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Biologische Aktivität ist mit der Freisetzung von Wärmeenergie verbunde?.~.ie 
Wärmeproduktion ist dabei proportional zur gesamten StofTwechselakhV~tät. 
Da Wärme kontinuierlich entsteht, eignet sie sich zur Nutzung als On-Ime-
Signal. Kalorimetrische Methoden werden in den Biowissenschaften bereits seit 
Jahrzehnten verwendet. Fermentationskalorimetrie ist eine neu entwickelte 
Meßtechnik die insbesondere für die kalorimetrische Vermessung biotechnisch , . 
relevanter Fermentationen im Labormaßstab gedacht Ist. 
Was ist Fermentationskalorimetrie? 
Mit ,,Fennentation" bezeichnet man 
in der Biotechnik die Umsetzung eines 
Substrats im Stoffwechsel eines Orga-
nismus zu einem mehr oder weniger 
breiten Spektrum an Produkten. Die 
Umsetzungen finden gewöhnlich in spe-
ziellen und fUr diesen Zweck mit beson-
deren Vorrichtungen ausgestatteten Ge-
fäßen statt, dem Pennenter. Dieser ver-
fügt über die zur Fennentation erforder-
lichen Funktionen wie Sterilisieren des 
Gefaßes, Temperieren, Mischen und 
Begasen der Kultursuspension, pH-
Regelung und Antischaumdosierung. 
Probennahmen sind ebenso möglich wie 
die Zugabe von Nährstoffen. 
Ein "Fennenter-Kalorimeter" verfügt 
über die genannten Spezifikationen 
eines Fennenters und dient gleichzeitig 
zum Messen von Wärmemengen. Der 
Vorteil der Kopplung aus Pennenter 
und Kalorimeter besteht in dem Zusam-
menhang zwischen Stoffwechselaktivi-
tät und Wärmeproduktion. Kontrollmes-
sungen von Substrat, Produkt, Biomasse 
und die Wärmemessung beziehen sich 
auf ein und dasselbe Gefäß und erlauben 
eine vollständige Bilanzierung einer 
Fennentation. Diese Methode bezeich-
nen wir als Fennentationskalorimetrie. 
Kommerziell verfligbare Kalorimeter 
Die erste dokumentierte, kalorime-
trisch motivierte Messung einer Fer-
mentation wurde 1856 am Beispiel der 
alkoholischen Vergärung von 2,56 t 
Melasse durchgeführt. Mangels geeig-
neter Meßverfahren wurde ein großes 
Eichenfaß (21 m3) benutzt und die wäh-
rend der Fennentation auftretende Tem-
peraturerhöhung bestimmt (10 °C). Der 
Autor berichtet aufgrund der starken 
Kohlendioxidproduktion auch folgen-
den Befund: "Die Experimente haben 
mitunter beeindruckend geendet, indem 
die von uns verwendeten Fässer explo-
dierten ... Nichtsdestotrotz werden wir 
diese Versuche fortfUhren" [3]. 
Die Meßtechnik hat sich seit diesen 
Anfängen der Kalorimetrie vielfältig 
entwickelt. AusfUhrlichere Infonnatio-
nen als an dieser Stelle möglich bietet 
die zitierte Literatur [\, 5, 9, ll, 15). 
Mikrokalorimeter sind in den Biowis-
senschaften weit verbreitet. Dies ist in 
der hohen Sensitivität und dem geringen 
Bedarf an Probenvolumen begründet 
(Tab. I). Die Miniaturisierung der Meß-
Mikrokalori-
meter 
Reaktionskalori-
meter 
Voneile: hohe Sensitivität großes Arbeits-
(O.O~,2 ~W/mL) volumen 
(1-2 mL) 
geringesArbeitsvo-
lumen unempfindlich 
(einige mL) gegen äußere 
Störeinllüsse 
Nachteile: miniaturisiene 
Meßzelle erlaubt 
keine Proben· 
nahme 
fehlende Kontrolle 
von Wachstums pa· 
rametem in der 
Meßzelle (pH. ge-
löster Sauerstoff) 
Begasung schwie· 
rig. keine Abgas-
analyse möglich 
Viskositätsänderun· 
gen nicht erfaßbar 
alle Fermenter· 
funktionen 
möglich 
geringe 
Sensitivität 
(l00-200mWI 
L) 
als Biokalorime-
ter kommerziell 
nicht verfUgbar 
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zelle birgt jedoch auch Nachteile, da 
aufgrund fehlender Probennahmemög-
lichkeiten keine direkte Korrelation von 
Wachstumsparametern mit der Wänne-
produktion möglich ist. Ein Reaktions-
kalorimeter ist aufgrund des großen 
Arbeitsvolumens von I bis 2 L weniger 
anfällig fUr Außeneinflüsse, außerdem 
kann man es zu einem Fennenter umrü-
sten und als Biokalorimeter betreiben 
[ 11]. 
Reaktionskalorimeter werden in der 
Chemie vielfach zur Untersuchung und 
Optimierung von zumeist stark exother-
men Reaktionen benutzt. Die Sensitivi-
tät von 100 bis 200 mW/L ist fUr diesen 
Zweck völlig ausreichend. für biologi-
sche Reaktionen mit vergleichsweise 
geringer Wänneproduktion hingegen 
insbesondere mit Blick auf die Bilanzie-
rung problematisch [11 J. Da umgerü-
stete Reaktionskalorimeter kommerziell 
nicht verfügbar sind, muß den zeit- und 
kostenaufwendigen Umbau jeder poten-
tielle Anwender selbst durchführen. 
Mikrokalorimeter und Reaktionskalori-
meter sind für biotechnische Zwecke 
also nur eingeschränkt verwendbar. 
Tab. 1: Vor- und Nachteile von Mikro-
und Reaktionskalorimetern für die bio-
technische Nutzung 
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Fermentationskalorimetrie 
Motor 
Drehmoment-
messung 
Deckel 
Kühlmantel ----t .. 1...;> 
Fermenter --__ ~ 
1_-- Kompensations-
heizung 
Thermistor 
Thermosäule 
(Deckel) 
Thermosäule 
(Wand) 
Abb. 2: Detailansicht des Fermenter-Kalorimeters (Arbeitsvolu-
men 2 Liter) 
Abb. 1: Schematische Darstellung des Fermenter-KaJorimeters. 
Das Meßprinzip beruht auf konstantem WärmeOuß und leistungs-
kompensation. Alle Funktionen eines Laborfermenters sind ge-
währleistet. 
'0" ~~E:?::j 
o ro ~ ~ ~ 
Zeit (h) 
Abb. 3: Langzeitstabilität der Basislinie. Die Sensitivität ist besser 
als 20 mWIL. 
Das Konzept 
des Fermenter-KaJorimeters 
In der Literatur wird seit langem das 
Potential der Biokalorimetrie zur Unter-
uchung, Optimierung und Führung von 
biotechnisch relevanten Prozessen be-
tont [I , 2, 5, 11 , 14, 15] . Bis in die 80er 
Jahre hinein gab e jedoch kaum An-
ätze zur utzung des Wärmesignal -
offenbar wegen der für die en Zweck 
unzureichenden Meßapparaturen. Daher 
wurde an unserem Institut der Prototyp 
eine zweckbe timmt konstruierten, 
en itiven Kalorimeter mit gleichzeitig 
allen Fermenterfunktionen entwickelt 
und bei einer Reihe von aeroben und 
anaeroben Fermentationen gete tet [4, 
7,8,8, 10). 
Da Gerät be teht au zwei Glasgefa-
Ben ( bb. I und 2). Das innere Gefäß 
mit einem Arbeitsvolumen von 2 L 
dient al Fermenter und das äußere al 
Kühlmantel. Das Meßprinzip beruht auf 
kon tantem Wärmefluß zwischen dem 
Innengefäß und dem Kühlmantel in 
Verbindung mit einer elektri ehen Lei-
stungskompensation . Die Temperatur-
differenz zwischen Fermentergefäß und 
Mantel wird dazu mÜ Hilfe einer im 
Luftspalt zwischen Fermenter und Man-
tel eingebauten Thermo äule integral 
über den Umfang gemessen und kon-
stant gehalten. So entsteht ein definier-
ter, konstanter Wärmefluß. 
Der Wärmeentzug aus dem Fermen-
ter wird durch eine elektrische Heizung 
au geglichen, wobei die Fermentertem-
peratur über einen Thermistor hochge-
nau gemessen und auf einen konstanten 
Wert geregelt wird. Um undefinierte 
Wärmeverluste zu vermeiden , wird der 
Deckel mit Hilfe einer weiteren Tempe-
raturregelung auf Fermentertemperatur 
gehalten. Im eingeschwungenen Zu-
tand ind Reaktortemperatur und Wär-
mefluß konstant. Eine Wärmeproduk-
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tion im Fermenter reduziert die Heizlei-
stung der Kompensation heizung und 
liefert direkt das Meß ignal. 
Physikalisch-chemische Tests 
Das geringe Rauschen des Meßsi-
gnals und die gute Langzeitkonstanz der 
Basislinie zeigt Abb. 3. Daher können 
auch kleine Wärmemengen von 10 bis 
20 mW/L gemessen werden. Die An-
sprechzeit variiert mit der Filterung 
zwischen 30 sund 8 min . Aufgrund der 
hohen Sensitivität sind auch Prozesse 
mit geringen Enthalpieänderungen ana-
Iysierbar, wie Abb. 4 beispielhaft für 
das Lösen und Entgasen von Kohlendi-
oxid in einem Wasserversuch zeigt. Das 
Fermenter-Kalorimeter funktioniert 
also auch als sensitives Reaktionskalori-
meter. 
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Abb. 4: Das Kalorimeter i t auch als 
ensitives Reaktionskalorimeter nutzbar. 
1 = Lösen von Kohlendioxid in Wasser, 
2 = Entgasen (30 ,500 UPM, Wechsel 
von I bar COz auf 1 bar Nz) 
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naerobe Batch-Fermentation mit 
Zymomonas mobilis in Komplexmedium 
(pH = 5,5, 30 , Rührgeschwindigkeit 
500 UPM), erlauf von optischer Dichte 
und Wärmeentwicklung (oberes Dia-
gramm) owie Glucose- und Ethanolkon-
zentration im Medium (unteres Dia-
gramm) 
Organi menspektrum 
Wir konzentrierten un bi her auf 
aerobe Experimente mit Saccharomyces 
cerevisiae. Bacillus lichenijonnis. Alca-
ligen es eutrophus und anaerobe Ver u-
che mit Saccharomyces cerevisiae. Zy-
momonas mobilis und Lactobacillus 
ca ei. E zeigte ich, daß mit Hilfe der 
Fermentation kalorimetrie Stoffweeh-
elaktivitäten und ihre Veränderungen 
ehr genau und schnell erfaßt werden 
können (Abb. 5). 
On-Iine-Analy e von Fermentationen 
Abb. 5 zeigt den typi ehen Verlauf 
einer Batehfermentation mit Zymomo-
nas mobilis im komplexen Medium. Die 
begleitende Analytik per HPLC erfaßt 
ub trate wie Glueo e und toffwech-
elprodukte wie Ethanol und organi ehe 
äuren . Den Verbrauch von ährsalzen 
be timmen wir ionenehromatogra-
phi eh. Die ent tandene Biomas e 
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Fermentation kalorimetrie 
wird au der opti chen Dichte (OD) der 
Su pen ion an hand einer Eichkurve au 
OD und Trockengewicht ermittelt. 
Die Entwicklung der opti chen 
Dichte und die Wärmeproduktion ver-
laufen weitgehend parallel , olange die 
Kultur logarithmi ch wächst und noch 
au reichend Sub trat in der Su pen ion 
vorhanden i t. Wärmeproduktion und 
Biomas eentwicklung sind offen icht-
lich zuminde t in der logarithmi chen 
Pha e eng miteinander korreliert. Auch 
zwi chen Wärmeentwicklung und Sub-
tratverbrauch und Produktbildung i t 
ein linearer Zu ammen hang erkennbar. 
(Abb.5, untere Diagramm). Der ent-
cheidende Vorteil des Wärmesignal 
i t klar er ichtlich: I t die Korrelation 
der Wärmeproduktion mit den Wach -
turn parametern für eine gegebene Fer-
mentation etabliert, 0 er chließt da 
Thermogramm bei allen nachfolgenden 
Fermentationen die eibe information 
wie analyti che Me ungen. Da Proben-
nahme, Aufarbeitung und Analy e ent-
fallen, reduziert ich der experimentelle 
Aufwand. 
Fermentationsbilanz 
Im Grunde ind bei Batchfermenta-
tionen Probennahmen nur noch dann 
nölig, wenn eine Energie- und Stoffbi-
lanz gewünscht wird . Zur Berechnung 
der toffbilanz reicht es aus, die An-
fang - und Endkonzentration von Eduk-
ten und Produkten zu mes en. Im Fall 
der Energiebilanz wird au den gemes-
enen Konzentrationen die Verbren-
nung enthalphie der Substanzen berech-
net und zu dem um eutrali ation -
wärme und Verdampfung kälte korri-
gierten Integral der ent tandenen 
Wärme addiert. Auf die e Wei e kommt 
man mit dem Ferrnenter-Kalorimeter zu 
einer quantitativ nutzbaren Bilanz. 
m Bei piel mehrfach wiederholter 
aerober und anaerober Fermentationen 
mit S. cerevisiae in definiertem Me-
dium konnten wir zeigen, daß die 
Ver uche reproduzierbar zum gleichen 
Ergebni führen. Die Energiebilanz hat 
einen nur geringen Fehler von etwa I %. 
Darau läßt sich folgende utzungspo-
tential ableiten: Da aerobe Proze e in 
der Regel abwärmeinten iv ind, wird 
im Vorfeld einer indu triellen Fennen-
talion nach be onders energieeffizienten 
tämmen ge ucht (möglich t kleine 
Verlu twärme führt zu hoher Produkt-
bildung und reduziert gleichzeitig die 
Ko ten für Kühleinrichtungen). Ein er-
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Abb. 6: Diauxi eh Wach turn von Sac-
charomyces cerevisÜle CBS 426 auf Glu-
co e und Ethanol. Verlauf von opti eher 
Dichte und Wärmeproduktion ( oberes 
Diagramm) sowie Gluco everbrauch und 
intermediäre Ethanolbildung (unteres 
Diagramm) 
ter Versuch zur Übertragbarkeit von 
kalorimetrischen Labordaten auf eine 
größere An lage wurde für 60 mL-Schüt-
telfla chen und einen Rührkessel mit 
2 m3 Volumen be chrieben [12J. Auf-
grund der einfachen Laborapparatur be-
trägt der Fehler der berechneten Wär-
memengen etwa 25 %. Mit Hilfe de 
Fermenter-Kalorimeter sollten bessere 
Ergebnis e zu erzielen sein. 
Bei biotechni ch genutzten Fermenta-
tionen können erwartete oder unerwar-
tete Veränderungen auftreten, z. B. in-
folge eines Wech el de Stoffwech el-
weg, durch ub trat veränderungen 
oder bei Kontaminationen. 
Abb. 6 zeigt den Wech el eines 
Stoffwech elweg am klassi chen Bei-
piel der Backhefefermentation mit Sac-
charomyces cerevisiae. Die er Organi -
mu veratmet Gluco e bei au reichen-
der Bega ung und niedriger GI uco e-
konzentration « 100 mgIL) quantitativ 
zu Kohlendioxid und Wasser. Bei höhe-
ren Gluco egehalten wird intermediär 
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Ethanol gebildet. Erst beim Unterschrei-
ten der genannten Schwellenkonzentra-
tion wird der Alkohol endoxidiert. Der 
damit verbundene Wech el de Stoffwe-
ch el weges prägt ich im Biomassezu-
wach aus. Führt man das Experiment 
im Fermenter-Kalorimeter durch, 0 
"sieht" man das Wach turn der Hefe auf 
zwei Sub traten deutlich im Thermo-
gramm (Abb. 6). 
Wir untersuchen olehe Stoffwechsel-
tran itionen derzeit an zwei praxisbezo-
genen Bei pielen . In beiden Fällen ar-
beitet man mit komplexen techni ehen 
Medien, 0 daß die Analy e von Sub-
traten und Produkten chwierig i t, 
während die Thermogramme sehr ein-
fach zu erhalten sind und klar Auskunft 
über den stoffwech elphy iologischen 
Zu tand geben, ofern die Beziehung 
mit anderen Wachstum parametern ein-
mal etabliert ist. 
Bacillus licheniformis produziert eine 
als Wa chmittelzusatz gebräuchliche al-
kali che Protease. E oll geprüft wer-
den, ob die Fermentation kalorimetrie 
in Verbindung mit anderen Analysen-
methoden zur Optimierung der Fermen-
tation im Labormaßstab genutzt werden 
kann und ich die Ergebni e zur Steue-
rung eine Produktionsfermenters ver-
wenden lassen. 
Alcaligenes eutrophus bildet Poly-
mere der Buttersäure (PHB), die sich al 
"Biokunststoff' nutzen las en [vgl. 
CLB 44 (1993) 378]. Gegenwärtig prü-
fen wir, inwieweit sich die von der C-
und -Ver orgung abhängige, intrazel-
luläre Akkumulation von PHB im Ther-
mogramm abzeichnet. Sofern zwischen 
PHB-produzierendem Wild tamm und 
einer PHB-freien Mutante deutliche Un-
ter chiede im Thermogramm be tehen. 
las en ich mit dieser Methode auch 
Regulation phänomene unter uchen . 
Die Fermentation kalorimetrie könn-
te in die em Fall eine auch für den 
Genetiker interessante Methode ein: 
Bei Einbau- und Funktionsprüfungen 
von Genen bestimmt man bi her zeit-
aufwendig die Metabolite und/oder gel-
elektrophoretisch das exprimierte En-
zym. Bei hoher Kopienzahl de ge-
wün ehten Gen in der Zelle ollte ich 
da chemi ch oder thermi ch induzier-
bare n- und Abschalten der Gene bei 
einer Fermentation im Fermenter-Kalo-
rimeter dagegen direkt auf die Wärme-
produktion auswirken und daher die 
Funktion prüfung erleichtern. 
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Ausblick 
Das Konzept des Fennenter-Kalori-
meters hat sich bei unseren bisherigen 
Versuchen bei der On-line-Analyse von 
Fermentationen bewährt. Als derzeitige 
Einsatzgebiete sehen wir Untersuchun-
gen zur Substrat- und Verfahrensopti-
mierung in der Mikrobiologie, Zellbio-
logie, Biotechnik und Bodensanierung. 
Das Fermenter-Kalorimeter wird ge-
genwärtig fortentwickelt, so daß zu-
künftig auch tierische Zellen und Ab-
wasserkulturen untersucht werden kön-
nen. Das längerfristige Ziel besteht 
darin, dieses neuartige Meßgerät als 
Standardinstrument für das Biotechnik-
labor bereitzustellen. 
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